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(54) litre: PRODUIT COMPLEXE A BASE DE SUPEROXYDE DISMUTASE 
(57) Abstract 

A superoxide dismutose, or SOD. is disclosed. Geminated plant seeds arc used in accoidance with the invention as a source of 
superoxide dtsmutase which can thereafter be compiexed wiUi a peroxidase and a enzyme cofactor. Cosmetic, phannaceutical or agri-food 
compositions having anti-frcc radical activity can thus be obtained. pnaimaccuucai or agn looa 
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L'invention conccmc une supcroxydc dismutasc ou SOD. Scion r invention, on utilise des graines de v^g^taux eenn^ comme 
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de prtparcr des compositions cosmdtiques, phaimaceutiqucs ou agroalimcntaircs k activity anUradicalaire. ■ 
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PRODUIT COMPLEXE A BASE DE SUPEROXIDE DISMUTASE 

La presente invention conceme un produit complexe a base dc SOD, et 
compositions cosmdtiques, phaimaceutiqucs ou agroalimentaires le contenant, ct 
un proccd6 d'extraction. 

La prdsente invention conceme encore un precede d'extraction/ 
purification d'une superoxyde dismutasc a partir de graines de veg^taux aprfe 
gcimination, et de sa combinaison avec un agent picgeur dc H2O2, en paniculier 
une peroxydase, de preference accompagn^e de son cofactcur enzymatique. Ce 
complexe enzymatique est tres stable ct est utilisable dans des compositions 
notammcnt cosmctiques, pharmaccutiques ou agroalimentaires. 

rNTRODUCnON 

Plus prcciscment, rinvcntion vise a obtcnir une superoxyde dismutase 
(en abrege ci-apres SOD) a partir dc graines dc vegetaux germces, c'est-a-diic 
ayant subi une etapc de gennination, qui presente une activite enzymatique forte, 
ainsi qu'une stabilite superieurc lorsque cctte SOD prcparee apres germination des 
graines dc vcg6taux est utilisce dans des compositions antiradicalaires, en 
combinaison avec une autre enzyme capable dc dctruire les sous-produits de la 
reaction dc dismutation des supcroxydcs, principalcmcnt I'cau oxygcnec (HnO-y), 
telle que catalases ou pcroxydascs. L'invcntion trouvc ainsi une application 
avantageuse dans des compositions Cosmctiques, des compositions pharmaccu- 
tiques ou dcrmatologiques, ou des compositions agroalimentaires. 

On sait que les radicaux libres sont des atomes ou des molecules qui 
component un electron non apparic sur leur orbitale extemc. Cc sont des composes 
extrcmemcnt instables qui peuvent rcagir avec les molecules les plus stables pour 
apparier Icur electron. 

Les radicaux librcs oxygcncs sc foiment en permanence dans 
Torganismc, dans les mitochondrics ou lors des processus de phagocytosc. Les 
facteurs physiques tcis que I'cxposition aux ultraviolets ainsi que renvironncmcnt 
dans lequcl I'hommc evoluc sont cgalcmcnt des facteurs dc forte production dc 
radicaux libres au niveau des composes biologiques. Ccs facteurs sont, par 
exemple, la pollution automobile, Ic tabac, les rayonnements ionisants, etc. 

Les radicaux libres oxygcncs sont formes par reduction partielle de 
I'oxygcnc molcculairc. La capture d'un electron par I'oxygene, va gencrer le radical 
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superoxyde 02~. Cet anion est peu rcactif mais il peut generer des espcces 
radicalaircs trcs reactivcs. La dismutation enzymatique de Tanion superoxyde 
rcalisee par unc SOD, conduit a la formation d'cau oxygence qui en presence de fcr 
feireux, subit la reaction de Fenton pour former le radical hydroxyle OH , trcs 
5 rcactif. 

Du fait de Icur grande reactivity, les radicaux librcs sont capablcs de 
s'attaquer a tous les constituants cellulaires et de provoquer de graves alterations : 
au niveau de la peau, les radicaux iibres, en particulier Tanion superoxyde, ont pour 
cible majeure Ic collagene mais egalement les fibres d'clastine, les glycosamino- 

10 glycannes et les protcoglycannes, I'ADN intracellulaire, les phospholipides des 
membranes cellulaires, etc. 

Le collagene et les fibres clastiqucs captent dircctement les radicaux 
libres formes, au prix de degradations di verses : rupture de chaines et liberation de 
petils peptides degrades par des proteases non spccifiques, liaisons interchaines 

15 rcduisant I'elasticite. 

Aussi, dans le but de faire face aux effets destructeurs des formes 
activees dc Toxygene, il est devcnu de plus en plus ncccssaire de preparer des 
compositions a base d'antioxydants dans tous les domaines, et en particulier en 
cosmetiquc, pharmacie ou agroalimentaire. En cosmctique, dc telles compositions 

20 ont etc miscs sur le marchc et sont dcnommees produits antiage ou anti- 
vicillissement. 

ETAT PE LA TECHNIQUE 

Les antioxydants utilises actuellemcnt en cosmetique ou en pharmacie 
25 sont soit des molecules chimiques captcurs de radicaux libres, soit des systemes 
enzymatiques dont Tinconvenient majcur est unc trcs mauvaise stabilite memc a la 
temperature ambiante. 

Les capteurs lipophiles utilises sont gcncralcmcnt la vitamine E et 
le P-carotcnc, composants des membranes cellulaires qui les protegcnt dc la 
30 peroxydation lipidique en rcduisant les radicaux pcroxydes formes. 

Les antioxydants hydrophilcs utilises sont gcncralcmcnt constitues par 
la vitamine C, qui agit dans les milieux aqueux vis-a-vis des radicaux super- 
oxydes cl hydroxylcs, mais aussi par des cofacteurs enzymatiques comme le 
glutathion et le zinc. Le glutathion, est le cofactcur de nombreuses enzymes 
35 impliquces dans la defense antiradicalaire (telles que glutathion peroxydase, la 
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glutathion transferase, etc.) landis que Ic zinc est le cofactcur de la SOD a cuivre- 
zinc. 

Uenzymc utilisce en cosmetique ou pharmacie est la SOD dont ie role 
est d'assurer la destruction quasi-instantanee des radicaux superoxydes poten- 
tiellemcnt nuisibles pour Torganisme ct les tissus de la pcau. La reaction catalysee 
par la SOD est la dismutation de Tanion superoxydc en eau oxygcnec ou peroxyde 
d'hydrogcne scion la reaction chimique suivante : 

O2" + 02" + 2H+ ~^~> H2O2 + O2 

II existe plusieurs enzymes aussi dcnommces isozymes de superoxyde 
dismutase qui ont etc principalcmcnt isolees dc gcrmc de ble ("wheat gcmi") et 
rhomme dc I'art pouna sc reporter a Tanicle de Beauchamp public dans la revue 
Biochimica et Biophysica Acta, 317 (1973), 50-64. Dans cet article, Beauchamp 
rapporte avoir isole trois enzymes SOD, Tune ditc SOD Mn, sensible au 
manganese qui n'est pas inhibce par du cyanurc 0,2mM mais est inactivee par le 
traitcmcnt dc Tsuchihashi a base dc chloroformc plus ethanol, ainsi que deux 
autrcs SOD du type SOD Cu-Zn qui sont inhibccs par le cyanure mais non 
affcct'ces par le traitement avcc le chloroformc plus cthanol. Ces demicrcs 
conticnnent un ion cuivriquc Cu2+ et un ion Zn2+ par protomcrc et ont un poids 
moleculaire de Tordre de 30000 Dalton. 

On rappeliera que la SOD Cu-Zn, prcsente au niveau des tissus 
cutancs, constituc la premiere lignc de defense cnzymatique contre les radicaux 
librcs generis par les ultraviolets. Mais il est intcressant de constater que Tenzyme 
voit son potcnticl de detoxification diminucr fortement aprcs irradiation par les 
ultraviolets. Cette constatation a, par ailleurs, conduit les professionnels de la 
cosmctologie ou dc la phamiacic a incorporcr la SOD dans des formulations afin 
dc diminucr le taux des radicaux libres presents au niveau des tissus cutancs. 

II a etc ainsi propose par la socictc I'Oreal dans Ic document 
US-A-4,129,644 d*utiliscr une enzyme superoxydc dismutase dans une compo- 
sition cosmetique cl dans un proccde comporlant des applications pour maintenir 
la structure keratiniquc dc la chcvclurc ou pour proteger la pcau ct les cheveux par 
application d'unc telle SOD. La SOD clait principalcmcnt obtcnuc a partir de sang 
de bocuf ou dc diffcrcntcs souchcs bactcricnncs (rcvendications 2 a 5). 

La socictc I'Orcal a encore propose dans Ic document WO 92/19224 
une composition topiquc antiradicaux librcs a base de SOD d'origines diverses 
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(animalc, humaine, bacterienne, levure ou biotcchnologique) et d'un derive d'acide 
phosphonique en tant qu'agent complexant dcs metaux pour lutter contre le 
vieiliissement cutanc ct la proicction de la pcau contre les irradiations en sc basant 
BUT la misc en Evidence que certains agents complexant inactivateure de metaux 
pouvaient, dans certains cas, attcnuer la production dcs radicaux hydroxyles (OH ) 
toxiques. 

II est encore connu par le document FR-A-2 634 125 Nippon une 
composition dc supcroxydc dismutasc stabilisce comprenant de la SOD, un 
phosphate, un chlorure dc metal alcalin ct du saccharose (voir le titrc les revcndi- 
cations). La SOD est en fait extraite a partir de sang humain. 

II est encore connu, par le document FR-A-2 693 208 Inocosm, un 
procede d'obtention d'une composition enzymatique dc SOD d'origine vegetate a 
partir de cereaie telle que du gcnnc dc blc par extraction a I'aidc d'un alcool 
liquide, elimination dcs polyphenols a Taide d*un agent de fixation tel que 
polyamide ou polyvinylpyrrolidone, lavage puis enfin extraction des proteines ct 
dcs enzymes a nouveau a Talcool liquide. L'activite SOD obtcnue est trcs faiblc et 
Putilisation de solvants rend I'cxtrait dc SOD difficile a utiliser. 

Jusqu'a present, la SOD industriellc a ete obtcnue par extraction a 
partir d'erythrocytcs bovins disponiblcs en quantitc importantc dans les abattoirs. 

D'autre part, bicn qu'il soit connu depuis au moins Tarticle de 
Beauchamp ct al. dans Biochimica ct Biophysica Acta, 317 (1973) pages 50-64, 
d'cxtrairc la SOD a partir dc gcrmes de blc, ct qu'au moins un brevet similaire ait 
6tc depose par inocosm en 1992 (FR-A-2 693 208), la proportion d'extiaction en 
SOD d'origine vcg6talc s^cst rcvclce trcs faiblc en raison d'une part d'une faiblc 
proportion en SOD dans les gemics dc ccrealcs et, d'autrc part, par I'emploi d'un 
procede d'extraction en milieu solvant de faiblc rcndemcnt. 

Ainsi, la prcscnte invention a pour but principal dc rcsoudre le nouveau 
problcme technique consistant cn la foumiture d'unc solution qui permette 
d^obtenir une SOD d'origine vegctalc cn grandc quantitc avcc un trcs bon rcnde- 
mcnt dc manicre a Tutiliscr a Tcchcllc industriellc, en particulier dans le domaine 
cosmctiquc, pharmaceutiquc ou agroalimcnlairc. 

La prcscnte invention a encore pour but de rcsoudre le nouveau 
probleme technique coiisistant en la foumiture d'une solution qui permette 
d'obtenir une SOD d'origine vegctalc extrcmcment active et egalement 
extrcmement stable, dc preference en ctant capable dc conscrver 80 % d'activite 
pendant 1 mois (35 jours) a temperature ambiantc et unc activite dc I'ordrc dc 50 % 
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a 45*C cn permettani ainsi une incorporation efficace dans des compositions anti- 
radicalaires, notamment dans des compositions cosmetiques, pharmaccutiques ou 
agroalimentaires. 

^ L'ensemble dc cos problgmes techniques a etc resoiu pour la premiere 
5 fois d'une maniere simple, sure et fiable par la prdsente invention, cc qui constitue 
un rdsultat technique inattendu et non Evident pour un homme de I'art. 

Ainsi, selon un premier aspect, la presente invention conceme un 
produit complexe a base de la superoxyde dismutase ou SOD stabilisce par un 
agent piegeur de H2O2, avantageusement une peroxydase dc preference v6g6tale, 
10 avec encore dc preference un cofacteur dc peroxydase encore denomme substrat 
rcducteur specif ique dc peroxydase. 

Dc preference, la SOD est d'origine vegetale. 

Selon une variante dc realisation, la SOD a etc obtenue par extraction 
de grains de vcgetaux apres germination. 
15 Selon un autre mode dc realisation, les graines de vegctaux sont des 

graincs de ccrcales ou des graines de plantes Icgumineuses ou des graines de 
plantes oleagineuses. 

Dans le cadre de I'invention, les termes grains ou graines sent 

Equivalents. 

-® Comme ccrcales, on pcut utiliser toutcs les cercales, en particulier le 

seigle, le mais, le blc ou Torge, de preference I'orge, pamii les varictes d'orge 
utilisables. on peut utiliser des varictes de printcmps ou d'hiver. Pour Ics 
Icgumineuses, on utilisera des graines d'une plante Icgumineuse quelconque mais 
de pr6f6rence les graincs dc lentille ou de pois. Pour les oleagineuses, on utilisera 

25 des graines d'une plante olcagineusc quelconque mais dc preference les graines de 
soja. 

Selon un autre mode dc realisation, la germination prteitce est 
controlee, elle est rcalisce cn atmosphere ou milieu humide aqueux, de preference 
en presence d'un agent favorisant la germination, a une temperature comprise entre 
4*Cet 50*C, avantageusement a la temperature ambiante ou a froid pendant un pu 
plusicurs jours. 

Selon un autre mode de realisation, la quantitc d'agents piegeurs dc 
H2O2 est suffisantc pour picger rH202 fomi6c par la SOD utilisce, lorsque I'agent 
piegeur de H2O2 est une peroxydase, la quantitc de peroxydase est comprise entre 
35 environ 0,01 et environ 1 unite peroxydase par unite SOD, avantageusement entre 
0,01 et 0,5 unite peroxydase par unite SOD. 
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Selon un autre mode de realisation, Ic complexe SOD/agent piegeur de 
H2O2, en particulier une peroxydasc, est stabilise par un cofacteur enzymatiquc, 
en particulier un cofacteur enzymatiquc de la peroxydasc, present a une 
concentration comprise entrc 0,001M et IM. 
5 Selon un autre mode de realisation, la peroxydasc precitce est choisie 

parmi le groupe consistant d'unc peroxydasc de raifort, une lactoperoxydase, une 
glutathion peroxydasc ou d'unc perox^'dase de moelle epiniere ou myeio peroxy- 
dase» et le substrat rcductcur spccifiquc de peroxydasc est dc preference choisi 
parmi le glutathion, phenol, guaiacol, pyrogallol, mcsitol, acide 3,5-dichloro-2- 

10 hydroxybcnzcne sulfoniquc (DCHBS), aniline, p-toluidinc, o-phcnylenc diamine, 
mcsidine, acide ascorbiquc, acide dihydroxymaldiquc, cytochrome C, iodures, 
acidc urique, phcnolphtalcinc, acide 2,2 -a2ido-di(3-ethyIbcnzo-thia2olinc (6) 
sulfoniquc (ABTS) ct dcs composes tels que SCN", Cl~, Br" ou 

Selon un autre mode dc realisation, Pagent piegeur de H2O2 est une 

15 peroxydasc vcgctale, de preference extraile du radis noir. 

Selon un autre mode de realisation, le cofacteur dc peroxydasc precite 
est choisi parmi le groupe consistant de I'acidc urique, acidc ascorbique ou Tacidc 
dihydroxymaleique. 

Selon un autre mode de realisation, le complexe SOD/agent piegeur de 

20 H2O2. en particulier de peroxydasc, avec cvcntucUement cofacteur de peroxydasc, 
est encore stabilise par au moins un sucrc, cn particulier un monosaccharide ou un 
disaccharide, ct/ou au moins un polyol cn particulier ayant un poids moleculaire 
comprise entrc 50 ct 1000 g/molc, notamnicnt a une concentration comprise cntre 
10 et 50 % en poids dc complexe de SOD, sous forme d*cxtrait brut ou sous forme 

25 purifiec. 

Scion un autre mode dc realisation, Ic produit complexe comprend 
encore un agent antioxydant avantagcuscmcnt lipophilc, de preference dc la 
famille des tocopherols ct Icurs derives, cn particulier Icurs esters, tels que les 
acetates, linolcates ou mcme Ics phosphates, cn une quantitc cfficace antioxydante. 

30 D'autres caractcristiqucs dc rinvcntion apparaitront aussi clairement a 

partir dcs rcvcndications ct dc la description prise dans son ensemble. 

Selon un dcuxicme aspect, la prcscntc invention conccme cgalement 
Tutilisation du complexe a base dc SOD tcl que dcfini precedemmcnt comme Pun 
des principes ou ingredients actifs d'unc composition notamment a activitc 

35 antiradicaux libres, par cxcmplc une composition cosmctique, pharmaccutiquc ou 
agroalimcntaire. 
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Selon un troisieme aspect, la presente invention conceme egalement 
une composition notamment a activite antiradicaux librcs, par exemplc 
composition cosmetique, pharmaccutiquc ou agroalimentaire, caracterisee en cc 
qu'elle comprend comme I'un des ingredients actifs un produit complexe a base de 
5 la superoxydc dismutasc ou SOD stabilisec par un agent piegeur de HoO-i, 
avantageuscment unc peroxydasc de preference vegctale, avcc encore de 
preference un cofacteur dc peroxydase encore denomme substrat r^ductcur 
specifiquc dc peroxydase. 

Selon une variante de realisation avantageuse, la proportion de SOD 
10 est comprise cntrc 0,01 et 10 % en poids du poids dc la composition totale. 

Dans ce troisieme aspect, la proportion d'incorporation est variable et 
d6pendra dc Tapplication envisagee. Gcncralement, la proportion d'incorporation 
de SOD sera dc 0.01 a 30 % en poids, micux de 0,1 a 10 % en poids et encore 
mieux dc I'ordre dc 1 a 5 %. 
15 Les peroxydascs catalyscnl la destruction de I'cau oxygenee (H-yCh) 

produitc lors dc la reaction dc dismutation catalysec par la SOD de I'anion 
superoxydc en cau oxygenee comme rappclc en debut de description en pr&cnce 
d'un substrat rcducteur spceifique dit cofacteur dc peroxydase. 

Les peroxydascs sent nombrcuscs et bien connucs a I'homme dc I'art. 
Elles sont actuellcmcnt extraites a partir dc la mocllc cpinicre ou myelo 
peroxydasc. du lait ou lactopcroxydase, dcs hematics bovines ou cvcntuellcment 
humaincs ou glutathion peroxydasc ou encore dc preference selon I'invention a 
partir du radis noir ou peroxydasc dc raifort. 

Par aillcurs, les substrats rcducteurs spdcifiqucs des peroxydascs sont 
25 bien connus a I'homme dc I'art ct sont dc prdfdrencc choisis parmi le glutathion, 
phenol, guaiacol. pyrogallol, mcsitol, acidc 3,5-dichloro-2-hydroxybenzene 
sulfonique (DCHBS), aniline, p-toluidinc, o-phcnylcne diamine, mcsidine, acide 
ascorbique, acide dihydroxymalciquc, cytochrome C, iodures, acidc urique, 
phcnolphtalcinc, acide 2,2'-azido-di(3-cthylbcnzo-thiazoline (6) sulfonique) 
30 (ABTS) et des composes tcls que SCN", CI", Br" ou 1". 

Dans Ic cadre dc I'invention, et notamment pour unc application en 
cosmetique ou en pharmacie ou en agroalimentaire, on prcfcrc realiser un 
complexe dc SOD avcc unc peroxydasc vcgetalc cxtraitc dc preference du radis 
noir, avantageuscment accompagnce dc son cofacteur, constitue dc preference par 
35 I'acide urique, I'acide ascorbique ou I'acidc dihydroxymalciquc. 
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La quantite de peroxydase rajoutec a la SOD est fonction du taux d'eau 
oxygenee liberee par la SOD, done de son activite enzymatique. Le nombrc 
d'unites peroxydases a rajouter a la solution de SOD est comprise entre environ 
0,01 et environ 1 unite peroxydase par unite SOD, avantageusement entre 0,01 et 
5 0,5 unite peroxydase par unite SOD. 

Le cofacteur enzymatique de la peroxydase tcl que precedemment 
dccrit, qui peui ctre de preKrcnce Tacide urique est rajoute au complexc 
enzymatique a unc concentration comprise entre 0,001 M et 1 M. 

Scion unc variante dc realisation prcfcrce dc Tinvcntion, la SOD ou Ic 
10 complcxe SOD/peroxydasc/cofactcur de peroxydase peut ctre encore stabilise par 
au moins un sucrc et/ou au moins un polyol ajoutc a unc concentration comprise 
cnlre 10 et 50 % en poids dc SOD ou du complcxe final, sous forme d'extrait brut 
ou sous fomie purifiec. 

Comme Sucre, on utiliscra en particulier un monosaccharide ou un 
15 disaccharide et notammenl le trehalose et comme polyol on utiliscra en particulier 
un polyol ayant un poids moleculairc moycn com pris entre 50 ct 1000 g/mole, par 
cxcmplc le glycerol, le sorbitol, le maltitol et Ic mannitol. Uajout d'un Sucre ou 
d'un polyol pcrmet dc stabiliser dc maniere particulicremcnt inattcndue Tactivite de 
la SOD. 

20 Par ailleurs, scion encore un autre mode dc realisation prcfere dc 

rinvention, on ajoute un agent antioxydant avantageusement lipophile, de 
preference dc la famillc dcs tocopherols ct Icurs derives, tcls que leurs esters 
comme les acetates, linolcatcs ou mcmc Ics phosphates car il a cte decouvert de 
maniere particulicremcnt inattcndue qu'un ic! agent antioxydant procure une 

25 stabilitc accrue a la SOD. Les phosphates tocopherols sont, par excmpie, dccrits 
dans le brevet US N*5,387,579 dc LVMH RECHERCHE. Ce rcsultat est 
particulieremcnt inattendu etant donnc que la stabilitc dc Tenzyme SOD n'est pas 
liee a dcs problcmes d'oxydation ct de ce fait le mccanisnie d'action est 
actuellcmcnt inconnu. Etant donnc que cct agent antioxydant est avantageusement 

30 lipophile, cclui~ci sera ajoute dans la composition dans unc phase huileuse, c'cst- 
a-dire en general dans le cadre dc la formation d'unc emulsion. La concentration 
en agent antioxydant sera gcncralcmcnt dc 0,01 a 3 %, de preference de 0,1 a 1 %, 
en poids par rappon au poids total de la composition finale. 

Selon un quatricmc aspect, la prcscntc invention conceme encore un 

35 procede d'cxtraciion de supcroxydc dismulasc ou SOD, caractcrise en ce qu*on 
utilise comme source dcs graincs dc vcgciaux ayanl subi une ctape de germination 
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contrdlee dc fa^on ^ obtenir une activite SOD maximale au cours dc la germination 
et a extrairc Tactivitc SOD au moment ou cette activite SOD est maximale par 
raise en contact des graines de v6g6taux avec une atmosphere, ou milieu, humide 
aqueuse pendant un ou plusicurs jours a la temperature ambiante, et en ce qu'on 
5 realise une 6tape d'extraction de la SOD a partir des graines geraiees comprcnant 
un broyagc dc la graine gcrm^e suivi d'une extraction dans une solution aqueuse a 
une lempdrature comprise cntre 4*C et 50'C, de preference a ia temperature 
ambiante, pendant une pcriode de temps suffisante pour rcaliser I'extraction dc la 
SOD, en general de quclqucs dizaines dc minutes a une ou plusieurs heures, suivi 
10 d'une filtration ct recuperation du filtrat contenant la SOD. 

Scion un mode dc realisation avantageux, I'ctape dc germination 
comprcnd une mise en suspension des graines dc vegctaux dans une solution 
aqueuse pendant plusieurs jours a la temperature ambiante. 

Scion un mode dc realisation preferc, cette ctapc de germination a lieu 
15 en presence d'un agent favorisant la germination, encore dc preference constitue 
par un compose appartcnant a la famille des gibbcrcUincs. 

Selon une variantc dc realisation avantageuse du procede, Tetapc dc 
germination est precedee d'une etape de trempc dans une solution aqueuse a 
temperature ambiante ou a froid pendant un ou plusicurs jours, par exemple 
20 deux jours. 

Selon encore une autre variantc de realisation du procede selon 
I'invcntion. I'etape d'extraction dc la SOD a partir des graines gcrmecs coinprend 
un broyagc de la graine gcrmee suivi d'une extraction dans une solution aqueuse 
tamponnec ayant un pH voisin dc 8 a la temperature ambiante pendant une periodc 
25 de temps suffisante pour realiscr Tcxtraction dc la SOD. en general de quelques 
dizaines de minutes a une ou plusicurs hcurcs, suivie d'une filtration ct 
recuperation du filtrat contenant la SOD. 

Selon un mode de realisation avantageux du procede d'extraction, on 
peut realiscr une purification plus poussce de la SOD par traitcment du filtrat avec 
30 un agent de precipitation permcttant d'climincr Ics proteines indcsirablcs induant 
les proteases ou encore la lipoxygenase, et recuperation de la fraction non 
precipitee ou constituant le suraagcant qui contient la SOD. 

Selon une autre variantc dc realisation encore plus avantageuse, on 
peut proceder a une dialyse de la fraction non precipitee contenant la SOD par 
dialysc contre dc I'cau ou une solution aqueuse, avec une membrane ayant dc 
preference un scuil dc coupurc compris entre 6000 ct 8000 Dalton. 



35 
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Selon encore une autre variante particulicrement preferee, on peut 
encore realiscr une purification complcmenraire de la solution dialysee en 
procedant par une purification sur une colonnc chromatographique qui sera de 
preference constituee dans Ic cadre dc Tinvention par une colonne QAE Sephadex 
a Taide d'une solution d'elution appropriee. 

Seldn un autre mode dc realisation avantageux du procede scion 
I'invcniion, on peut realiscr unc stabilisation dc SOD obtenuc directement aprcs 
Tetapc d'extraction prccitce, c'est-a-dire avant une purification plus poussee, ou 
apres purification, par ajout d'un agent picgcur de H2O2, commc unc pcroxydase 
avcc de preference un cofacteur dc peroxydasc encore dcnomme substrat rcducteur 
spccifique dc peroxydasc. Dc preference, la quantite dc peroxydasc rajoutcc a la 
SOD exprimcc dans un rapport d'unitc dc pcroxydase par rapport aux unites SOD 
est comprise selon I'invcntion cntre 10 ct 400 tandis que pour le cofacteur 
cnzymatique dc la peroxydasc cclui-ci est de preference V^scnt en unc 
concentration comprise cntre 0,001 M et 1 M. 

Selon un autre mode de realisation avantageux du procede selon 
I'invention, on peut aussi realiscr une stabilisation de la SOD par ajout apres I'etape 
d'extration, ou apres Tetapc dc purification, d'au moins un Sucre, en particulicr un 
monosaccharide ou un disaccharide et/ou d'au moins un polyol, en particulier un 
polyol ayant un poids molcculairc moycn compris cntre 50 et 1000 g/molc. De 
preference, le sucre ou Ic polyol sera ajoutc a unc concentration comprise cntre 10 
et 50 % en poids dc la SOD ou du complcxc final dc SOD, sous forme d'extrait 
brut ou purific. 

Apres extraction sans ou avcc purification, on obtient un extrait 
contenant unc activitc SOD que Ton pciit doscr par la mcthodc bien connue a 
rhomme de Tart dc Nebot C, ct aL, publicc dans Analytical Biochemistr>', 214 
(1993) pages 442-451. 

Ccttc mcthodc dc Nebot est bascc sur la propricte qu'a tout catalyseur 
pourvu d'une activitc SOD d'accclcrcr, a pH alcalin, Tautoxydation d'un rdactif Rl 
en un chromophorc absorbant la iumicrc visible, scion la reaction suivante : 




n n ) 



HO 

( R 1 > 
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La mcthode SOD-525 cxploite egalement un deuxieme reactif R2 qui 
permet d'eliminer Ics interferences majeures dues aux mercaptans qui pourraicnt 
ctrc presents dans rcchantillon a analyser, comme par exempic Ic glutathion, a 
I'aide d'une reaction d'alkyJaiion tres rapide, selon la reaction : 




RSH ° ^'^ ^^'^ 




1 minute 

/ "n+ V/ 

I ^ SR 

(R2) 

La mcsurc dc ractivite SOD est effcctuee a un pH de 8,8, ce qui permet 
une sensibilite optimale du dosage sans inactivation dcs SOD naturcllcs connucs, 
tclies que par cxemple Ics SOD cuivre-zinc, a manganese ou a fcr. 

II cxistc un kit dc dosage, commercialise par Oxis International S.A., 
(94385 BONNEUIL/MARNE, FRANCE), pcrmettant dc rcaliser un dosage 
spcctrophotomctriquc dc I'activitc SOD par cctte mcthode SOD-525. Ce kit 
comprend deux rdactifs, Rl ct R2, ct unc solution tampon, tampon 3, qui sont 
respectivement : 

Rl : unc solution de reactif chromogcnc Rl dans 3,2,10-2 M HCI dc la formule 
precitee ; 

R2 : unc solution du reactif R2 picgcur dc mercaptans dans Ic DMSO contenant 
25 % (PrV) d'cthylcncglycol ; 

tampon 3 : un tampon a pH = 8,8 (a 37'C) contenant 0,11 mM d'acidc dicthylcnc- 
triamincpcntaacctiquc (DTP A). 

Avcc ce kit dc Oxis Intcmational, commercialise sous Ic nom kit 
SOD-525, les mesurcs spectrophotomctriques sont rcalisces dans dcs cuves en 
verre de 1 cm dc trajet optiquc, a unc longueur d'onde dc 525 nm. La mcsurc 
cinctique dc revolution dc I'absorbance est rcaliscc pendant 1 minute a 37'C. 

Pour chaquc mcsurc, la vitcssc dc reaction est dctcrminee en evaluant 
la pcntc maximale dc la courbc obtcnuc. Cettc pcntc correspond a unc phase 
d'autoxydation dc Rl. Lcs rcsultats sonl cxprimcs en unites d'absorbance par 
minute. 

Lc calcul dc I'activitc cnzymatique est realise comme suit : 
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Soient Vc et Vs les vitesses de reaction correspondant respcctivement 
au comrole et a rechaniillon. Uactivitc SOD de I'echantillon a analyser est 
ddtenninee en calculant la coirespondance entre le rapport experimental VsA^c et 
Tactivitc SOD, deduitc de Tequation suivante : 

5 

fii . fSODI 

11] = ^ a[SOD] + b ^^^^ ^ = ct b 0,93 

Une unite d'activitc SOD-525 dcfmic par Oxis correspond a un rapport 
VsA^c cgal a 2 dans Ics conditions ci-dcssus. 
10 La valeur obtenue est alors multipliee par Ic facteur de dilution de 

Pcchantillon (facteur 25) dans la procedure de dosage. Lcs rcsultats sont exprimcs 
en unites d'activite SOD-525 par ml d'echantillon. 

Dans le cadre dc Tinvcntion, on mesure Tactivite enzymatique SOD 
apres dilution de la solution dc SOD obtenue afin de rester dans des valeurs de 
15 rap[x>rt VsA^c pcmicttanl d'ctablir une corrcspondance corrccte avcc Tactivite 
SOD. 

Dans le cadre dc Tinvcntion, on dilucra en general ia solution dc SOD 
obtenue, en fonction du dcgrc dc purification resultant du proc^de d'extraction 
jusqu'a un facteur de 300, afin d'obtcnir un rapport VsA'c compris entre 1 ct 2. 
20 L'activitc de la solution dc SOD est dctermince en tenant compte du 

facteur de dilution de I'echantillon dc la procedure de dosage (facteur 25) ct du 
facteur dc dilution dc la solution dc SOD cllc-meme (par cxcmplc jusqu'a un 
facteur de 300). 

Lcs cxemples dc dosage scront donncs cn relation avec les exemples. 

25 L'invcntion couvre egalcmcnt dcs compositions notammcnt a activitc 

antiradicaux librcs, par exemple dcs compositions cosmetiqucs, pharmaceutiques 
ou agroalimentaires caractcrisecs cn cc qu'ellcs comprennent comme Tun des 
ingredients actifs une SOD vcgctalc obtenue a partir de graincs de vegctaux ayant 
subies une etape dc germination. 

30 D'autres buts, caractcristiques ct avantagcs de l'invcntion apparaitront 

claircmcnt a la lumicrc dc ia description explicative qui va suivrc faite en reference 
a plusieurs cxemples de realisation dc Tinvcntion donnes simplement a titre 
d'illustration ct qui ne sauraicnt done en aucune fa9on limitcr la portee de 
Tinvention. Dans les cxemples, toutcs lcs proportions sont donnces cn poids sauf 



wo 97/38095 



PCT/FR97/00603 



13 



indication coniraire. En outre, la premiere est en dcgrc Ccicius et est la temperature 
ambiante, et la pression est la pression atmospherique, sauf indication contrairc. 

Les exemples font panic intcgrantc dc rinvention et toute caracteris- 
tique dcs exemples qui apparaitrait nouvcllc par rapport a un etat de la technique 
quclconque constitue unc caractcristiquc generale de I'invcntion revendiquee en 
tant que telle. 

Excmple 1 

Extraction de SOD a partir d'or gc permd 

Cette extraction dc SOD a lieu de la manifere suivante : 
a) Germination de I'orge : 

On prcnd dc I'orgc disponiblc dans le commerce, par excmple la 
varietc d'orge de priniemps Dallas que Ton fait trempcr dans unc solution aqueuse, 
par cxempic Tcau du robinct ou de preference I'eau demineraliscc, a froid, par 
exemple a 15*C, pendant un ou plusicurs jours, par exempic deux jours. 

Aprcs ce treriipage, qui a pour but de faire gonflcr Ics grains, et de 
preparer ainsi la germination, on proccde a I'ctapc proprement ditc de germination 
pendant plusieurs jours, par excmple cinq jours, de preference en presence d'un 
agent favorisant la germination, tcl que I'acide gibberellique a une concentration dc 
0,1 mg/kg de grain sec dc depart. 

M Protocole d'extraption • 

Lc protocole d'cxtraction a partir dc I'orge gcmic, aussi denommc malt 
est ic suivant : 

Api-cs germination dcs grains d'orge, Ic malt est broyd, puis extrait dans 
unc solution aqucusc tampon ayant un pH dc I'ordre de 8, qui est dc preference 
constituec par Tris HCl 50mM + EDTA ImM. pendant environ 1 h a temperature 
ambiante. 

L'cxtraii est cnsuitc filtrc pour climincr rdcorce, puis centrifuge a 
4000 G pendant 20 minutes pour climincr la partic polysaccharidiquc et on 
rccupcre le filtrat ou sumagcant sur lequel on determine I'activite SOD par la 
methode precitce dc Ncbot C, et al. (1993) a I'aidc d'un kit commercial dc Oxis 
International, 94385 BONNEUIIVMARNE, FRANCE. On obtient une activitc 
SOD-525/g de maticrc scchc de depart. 

L'activitc SOD est mesurcc aprcs dilution de 1 ml de I'extrait de SOD 
dans 14 ml d'cau. 40^1 dc la solution diluce sont doses. Lc rapport VsA^c mesurc 
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est de 1,95. D'aprcs Tequation (1) precitee, page 9, 1'aciiviie SOD est de 0,95 unites 
SOD-525. Uactivite SOD est done egale a 0,95 x 25 x 15 = 356,25 unites SOD- 
525/ml soit dans cet exemple 1482 unites SOD-525/g dc matierc seche de depart. 

Purification compl emcntaire : 

Le filtrat ou sumageant obtenu a Tissue de la centrifugation ci-dessus 
est soumis a une precipitation par un agent precipitant climinant les proteines 
indcsirablcs tellcs que les proteases ou encore la lipoxygenase, par exemple du 
sulfate d'ammonium a unc concentration dc 390 g/1. 

On proccde a unc centrifugation a 4000 G pendant 20 minutes a 20*C 
pour elimincr Ic precipiic ct Ton rccupcrc la fraction liquidc constituce par le 
sumageant qui contient la SOD. 

On peut avaniagcusement dialyser le sumageant pour elimincr des 
petitcs molecules et des sels presents en forte concentration ayant un poids 
molcculaire inferieur a 6000 Dalton. Cette dialyse est cffectucc contre de Teau 
demineralisee avcc des membranes dont le scuil dc coupure est de 6000- 
8000 Dalton, par exemple 6000 Dalton. En cffct, la SOD a un poids moleculaire de 
Tordre de 30000, qui ne passe pas dans les pores dc tcllcs membranes, cc qui 
permet d'augmcnicr Tactivite spccifiquc de Tenzyme. 

Uactivitc SOD mesuree sur le dialysat selon la methode precedente est 
de 7500 unites SOD-525/g dc matierc scchc dc depart. 

d) Purification cventucllc comple mcntaire sur colonne ! 

A partir du dialysat obtenu a Tctape c) ci-dessus, il est encore possible 
de realiser unc purification bcaucoup plus poussce en travaillant sur colonne 
chromatographique. 

On peut, par exemple, realiser une chromatographic sur colonne QAE 
Scphadcx, qui a pcrmis de purifier la SOD ct d'climiner toutc contamination 
protcique de Pcxtrait. 

Exemple 2 

Extraction dc SOD a partir de graincs dc soia 

On proccde commc dccrit a I'cxcmplc 1. 

On obticnt aprcs I'ctapc b unc activitc SOD dc 180UIsod/S de 
maticre scchc de depart. 
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Exemple 3 

Extraction de SOD a partir de grai ns de hie penripg 

On utilise le meme protocole que celui decrit a I'exemple 1 et on 
mcsure I'activitd SOD sur Ic produit d'extraction dc I'ctapc b ct Ton obtient 
116 UIsoiyE dc matiere scche de depart. 

Exemple 4 

Extraction de SOD a partir de oois germes 

On utilise des pois blancs disponibles dans le commerce (Pisum 

sativum). 

On utilise le meme protocole que celui decrit a Tcxemple 1 et on 
mesurc Tactivitc SOD sur Ic produit obienu a I'ctapc b. On obtient une activity 
SOD de 80 UIsOD^S matiere scche dc depart. 

E>i;emp|e 5 

Mesure de la variation dc I'activite SOD a de«; tp mps de Pc^fmination differf^n t ^^ n.. 
avec des variete.*; d'nrec different es en presence ou non d'apent activant ia germ i- 
nation tel qu'unc molecule i.ssue dc la famille dcs gibherell jn< ^<; 

Exemnle 5-a 

Mesure de la variation de I'activitd S OD a des temps dc Pcrmination diffrrpi^tg 

On a mesurc I'activite SOD a panirdc I'orgc gcrmc de variete Dallas en 

faisant varicr le temps dc germination ct en rcspcctant Ics autrcs conditions 

gen^rales du protocole dcs geiminations dc Tcxcmple 1-a. 

On obtient Ics rcsuitats indiqucs au tableau I ci-apres. 



TABLE AI IT 



Activitc SOD cn UlgQiyg 
dc matiere .scche 


Temps dc germination (jour) 


50 


1 


120 


2 


290 


3 


410 


4 


480 


5 
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On constate a partir des resultats du tableau I que I'activite SOD est 
plus que doublee apres 1 jour dc germination et qu'elle est encore une fois plus que 
doublee au troisieme jour dc germination et qu'cUc augmcnte encore dc maniere 
considerable les quatrieme ct cinquicme jour. 

5 

Exemple 5-b 

Mesure de I'influence de la variete d'or<>e sur I'activit^g SOH 

On a mcsur6 I'influence dc la varictc d'orgc sur I'activite SOD et les 
resultats obtenus sont rapportds au tableau II ci-apres. Cette comparaison a et6 
10 cffectuee a temps de germination constant dc 5 jours mais sans agent favorisant la 
germination, les autres conditions du protocolc de germination ctant identiques a 
celui dc I'exemple 1-a. 



TABLEAU II 
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Variete d'orge 


Aetivitc SOD en UIsoD^g 
dc matiere seche 


Natasha 


239 


Fclicie 


271 


Dallas 


214 


Magie 


218 


Puffin 


247 



On constate a partir du tableau II qu'il cxiste une Icgere variation dans 
les resultats obtenus en aetivitc SOD pour diverscs varietcs d*orge mais que ces 
resultats sont parfaitement concordant, cc qui prouvc la rcproductibilitc de la 
procedure de germination scion la prcscntc invention. 



Exemple 5-c 

Influence de la presence dc mol ecule issue dc la famille des pibbercllines 

II a cgalemcnt etc determine Tinfluencc de la presence d'un agent 
favorisant la germination, icl que I'acidc gibbcrclliquc ct les resultats sont 
repertories au tableau III. Ces essais ont etc realises avcc de Torge de printemps 
variete Natasha scion le protocolc de rcxcmple 1 avcc un temps dc gcmiination de 
5 jours. 
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TABLEAU HI 



Acidc gibbcrelliquc 


Activite SOD en UIsoi>/g 
dc matiere scche 


sans 


239 


avec 0,1 mg/kg de grains 


407 



On pcut constater a partir du tableau III que la presence d'un agent 
favorisant la germination pcraiet d'accroitrc de manidre paniculierement 
inattendue la quantitc dc SOD produite. 

Exemple fi 

Stabilisation de la SOD par un pnlvnl 

La SOD sous forme d'extrait brut obtenue a I'cxemple 1 6tapcb) 
conserve 60 % de son activite cnzymatiquc apres 46 jours a 2(rC. 

On a constate que si Ton ajoutc a I'extrait brut 20 % cn poids par 
rapport a la solution finale de cet extrait bnit, c'est-a-dire extrait SOD de I'etapc 
1-b plus sorbitol a 20 % en poids de la solution finale, on ameliore de manierc 
inattendue la stabilitc dc I'cnzyme SOD puisquc 76 % dc I'activite initiale est 
retrouvee apres 46 jours a 20*C. 



Exemple 7 

Stabilisation dc la SO D par un sucre 

On a dccouvcrt que Ton pouvait stabiliser I'activite enzymatique de la 
SOD par ajout d'un sucrc en particulicr un monosaccharide ou un disaccharide. 
Dans cet exemple, on utiliscra le trehalose. 

Si Ton proccdc commc dccrit a I'cxemple 6, mais cn ajoutant 30 % en 
poids de trehalose a I'extrait brut dc SOD obtenue a I'excmplc 1 ctapc b), par 
rapport au poids de la solution finale, on constate que Ton conserve 75 % d'activite 
initiale apres 46 jours a 20*C, cc qui constituc unc amelioration de stabilite 
remarquable. 
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Exemple 8 

Stabilisation dc l a SOD par une pcroxvdasc et un cofacten]- 

La solution conccntrcc en SOD obtenue a Tetape 1-d ou obtenue a une 
etapc antcricurc de I'cxcmpic 1 est complcxcc ou combince a une autre enzyme 
capable de detruire i'eau oxygenec fonnee. 

Les enzymes qui peuvent etrc utilisces dans cc sens peuvent etre une 
caialase qui transforme H2O2 en H2O ct O2 mais la catalasc n'est pas utilis6e dans 
la mesure ou ccUe-ci figure dans la listc des produits non autorises en cosmc- 
tologie. On peut aussi utiliscr une peroxydase qui catalyse aussi la destruction de 
H2O2 qui nccessitc cependant la presence d'un substrat rcducteur specifique ou 
cofacteur. Lcs listcs dc peroxydases et dc cofactcurs ont etc donnees dans 
Tintroduction de la description. 

Dans le cadre de eel cxcmplc, on utiliscra comme peroxydase une 
peroxydase vegetale cxtraite du radis noir ou peroxydase de raifort, ci-aprcs en 
abrege denommce HRP, conibinee a un cofacteur enzymatiquc constituc par 
I'acidc urique. 

Dans le cadre dc cct exemple, la quantite dc peroxydase rajoutee a la 
SOD est d'cnviron 10 unites peroxydases pour 400 unites SOD, I'unite SOD ctanl 
mcsurce selon la mcthodc prccedcmment dccrite et Tunite peroxydase etant 
determinee par la mcthodc dccrite par Bcrgmeycr H.U. dans Methods of 
Enzymatic Analysis (1974), vol. 1, 2"^ cd. page 494. 

Le cofacteur enzymatiquc dc la peroxydase constituc ici par Tacide 
urique est rajoutc au complcxe enzymatiquc SOD/pcroxydase en une concentration 
comprise cntrc 0,01 ct 1 ct dc preference 0,5 M. 

Dc preference, le complcxe ainsi forme est encore stabilise par I'ajout 
de Sucre ou dc polyol ajoutc a une concentration choisic dans cet exemple a 30 % 
en poids dc la solution finale. 

Ce complcxe SOD/pcroxydasc/cofactcur pcut ctrc utilise tel quel pour 
formuler des compositions a activitc antiradicalaire ou dc picgeage des radicaux 
librcs, que cc soit des compositions cosmctiques, pharmaccutiques ou agro- 
alimeniaircs ou aulrcs. Cc complcxe fail aussi Tobjct d'cssais dc stabilite, de 
capaciie antiradicalaire ct dc toxicologic objct rcspcctivcment des cxemples 9, 10 
et 11 ci-aprcs. 
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Exemple 9 
Essais de stabilite 

La stabilile de Tactivite enzymatique du complexc forme a Texeniple 8 
a 6x6 rcalisee a 20*C ct 45*C respectivement ct Ics r6sultats obtenus sont repertories 
au tableau IV ci-apres. 

TABLEAU IV 



Jours 


Activiic SOD 


Activitc SOD 




Unites SOD-525/mI 


Unites SOD-525/ml 




20*C 


45»C 


0 


5025 


5025 


7 


4800 


4275 


11 


7575 


3575 


13 


5925 


3150 


18 


4500 


2800 


20 


2475 


2400 


35 


3975 


2475 



II rcssort du tableau IV que Tactivitc enzymatique est stable a 20*C 
pendant 1 mois, car a 35 jours on conserve 80 % de Tactivitc enzymatique, tandis 
qu*a 45*C on obticnt unc chute d'activitc do Tordrc de 50 %, cc qui representc une 
chute d'activitc rcmarquabiemcnt faiblc pour unc enzyme a ccttc temperature. 

On obscrsrx ainsi que ce complcxe de SOD vegctalc/peroxydase/ 
cofactcur prcscntc une stabilite rcmarquablc, particulicremcnt a 45*C, ce qui est 
inattendu pour un homnic de Tart. 

Exemple 10 

Mesure de ractivitc antiradicalaire ou dc picgcagc dcs radicaux lihres 

r. On a utilise 3 mcthodes d'cvaluation in vitro du picgcagc des radicaux : 

a) la premiere mcthode utilise un systcmc enzymatique constituc par la xanthine 
oxydase qui, en oxydant son substrat, la xanthine, generc des radicaux 
superoxydcs. Ccs dcniicrs sont capablcs dc rcduire le cytochrome C (Fe3+) en 
cytochrome C (Fc2+), reaction dont la cinctique pcut ctrc suivic par 
spectrophotometrie UV-visiblc a 550 nm. lis sont egalcment les radicaux substrats 
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dcs SOD qui peuvcnt ainsi entrer en competition avec le cytochrome C pour la 
capture et I'climinaiion dcs radicaux superoxydes. En ajoutant une preparation 
contenant une activity SOD. cctte cinetique de rdduction est ralcntie. Le calcul de 
I'activite SOD est realise par le calcul du pourccntage d'inhibition de la reduction 
5 du cytochrome C par la SOD tcstec. 

Une unite SOD cxprimcc dans le syst^me international (1 UIsqd) 
correspond k Taaivit^ necessaire pour diminucr de 50 % le taux dc reduction du 
cytochrome C, a une temperature de 25*C et a un pH de 7,8. 

L'tehantiUon a tester est dilu6 dc fagon a determiner Ics conditions 
10 pour Icsqucllcs on obticnt 50 % d'inhibition dc la rdduaion du cytochrome C. 
corrcspondant a 1 unite systcme international. 

L'activite SOD totalc dc I'cchantillon teste est cnsuite dctcrminee en 
ramenant le volume d'echantillon dose au volume total de I'cchantillon ct en tenant 
compte du facteur dc dilution initial de I'cchantillon. 

L'activite SOD du complexc forme a I'exemple 8 dctcrminee par cctte 
mcthodc est dc 4455 unites Ulgoiynil- 



15 



b) La seconde mcthodc est constituee par un kit dc dosage commercialise par la 
society OXIS INTERNATIONAL, sous Ic nom commercial kit SOD-525, basee 
20 sur la propriete qu'a tout catalyseur pourvu d'unc activite SOD, d'accelcrcr 
I'autoxydation d'un derive catechol tctracycliquc (5, 6, 6a. llb-tetrahydro-3, 9, 
1 0-trihydroxybenzofluorcne). 

Cctte mcthodc dc dosage pcrmct dc mcsurcr l'activite SOD sous foimc 
d'unit€ SOD-525 qui est dcfinie commc la quantite dc dismutase qui rnultiplie par 
25 2 le taux d'oxydation du derive fluorc. 

L'activite SOD du complexc fomic a I'exemple 8, mcsurcc par cctte 
m6thodc, est dc 4375 unites SOD-525/ml 

On constate ainsi que les valcurs d'activitd SOD obtenucs par les deux 
methodes sont esscntieilcmcnt idcntiqucs. 

30 

c) La troisicmc mcthodc utilisce est la Resonance Paramagndtique de I'election ou 
en abrege RPE. 

La RPE est unc technique pcmicttant dc caractcriscr les ctats de spin 
des Electrons cclibataircs dcs molecules, plus particulicrcmcnt utilisce pour carac- 
35 tenser les radicaux librcs. L'dvaluation dc Tactivitc antiradicalairc du complexc 
SOD/peroxydasc/cofactcur obtcnu a rcxcmple 8 par RPE, permet dc distinguer 
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l^activite de piegeage dcs radicaux supcroxydcs cl des radicaux hydroxyles (Rosen 
G, M. et Rauckman E. J. dans Methods In Enzymologic (1984), 105, pages 198- 
209). ^ 

Le temps de vie trcs court dcs radicaux libres, environ lO'H secondc 
pour OH", limite la capacitc de detection de ccs dcmicrs. Pour cettc raison, les 
radicaux 02"*^ ct OH' sont mis en evidence grace a une molecule sonde appclcc 
spin-trap. Cctte molecule resonne en presence dcs radicaux libres et stabilise ces 
dcmiers sous forme de complexes prcsentant un spectre caracteristique detectable 
en RPE. 

L'effet piegeur d'un produit a I'cssai est directcment mis en evidence 
par une diminution dc Tintensite du signal cmis par la molecule spin-trap. 

Les mesurcs RPE sont cffccluees avcc un spcctromctre Brucker ESP 
106, a temperature ambiantc ; le spin-trap utilise est Ic 5,5-dimcthyl-l- 
pyrroline-l-oxydc (DMPO). 

L'anion superoxyde est produit par Ic sysicmc cnzymatiquc xanthine 
(1,5 mM)/xanthine oxydase (12 mU/ml), en presence dc DMPO (80 mM) et 
cthanol a 50 % (v/v). Le complcxc SOD/pcroxydasc/cofacteur obtenu a 
I'exemple 8 est dissous dans Teau ultrapurc a divcrscs concentrations. 

Le radical hydroxylc est produit par photolyse (UVB) du pcroxyde 
d'hydrogene a 0^ % (v/v) en solution aqucusc, en presence de DMPO (160 mM). 
Le complexe SOD/peroxydase/cofactcur obtenu a Tcxcmple 8 est dissous dans 
Teau ultrapure a di verses concentrations. 

Les intensitcs du signal RPE sont calculces par double integration dc la 
raie de plus bas champ. Les pourccntagcs dc protection du produit a I'cssai sont 
obtcnus a partir dcs valeurs des tcnioins sans produit a Tcssai. 

% protection = i Sproduit - Stcmoin jqo 
■ S^y - Stcmoin * 

Sproduit : integration du signal RPE obtenu avcc le produit a Pcssai ou la reference 

Stemoin : integration du signal RPE obtenu avcc le tcmoin 

So : integration du signal RPE obtenu en Tabsencc dc radicaux libres 
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Effet sur le radical superoxvde 

Lc complexe SOD/peroxydase/cofacicur obtenu a Tcxemple 8 diniinue de 
fagon dose-dcpendante lc signal RPE dc I'anion supcroxydc. A 5 ct 10 % (v/v), le 
complexe inhibe le signal RPE a 44 % et 54 %. 

5 

Effet sur le radical hvdroxvlc 

Le complexe SOD/peroxydase/cofacteur obtenu a Texcmple 8 diminue de 
fa^on dosc-deperdantc lc signal RPE du radical hydroxyle. A la concentration dc 
0,3 % (v/v), I'effct est spectaculairc puisqu'il inhibe lc signal RPE a 93 %. 
10 Lc complexe SOD/peroxydase/cofactcur obtenu a Texcmple 8 presente 

des effets antiradicalaires trcs intcressants vis-a-vis dc Tanion supcroxyde et du 
radical hydroxyle memc a dcs concentrations faiblcs, generalcmcnt employees 
dans des fomiulations cosmctiqucs. 

15 2*. On a utilise unc mcthode d*cvaluation cx vivo de I'aciivitc antiradicalaire sur 

des fibroblastcs humains normaux cn culture. 

Apres inradiation aux UVA, Ics radicaux librcs formes dans unc culture de 

fibroblastes humains sont quantifies par une methode appropriee. L'utilisation 

d'agents antiradicalaires permct dc diminuer lc stress oxydatif, et lc calcul de 
20 I'efficacite du complexe SOD vcgctalc/pcroxydasc/cofacteur scion rexemple 8 a 

differcntcs concentrations est realise. 

Dcs fibroblastcs humains nomiaux sont incubcs pendant 1 heure en 

presence du complexe SOD vcgctalc/pcroxydasc/cofacteur scion Texemple 8, teste 

a 0»01, 1 et 10 % (v/v) dans I'cau dcmincraiiscc. Lcs cellules sont soumises a un 
25 stress radicalaire provoquc par Ics rayonncmcnts lumineux UVA (10 J/cm^). Les 

radicaux librcs formes (hydropcroxydcs) sont dctcctcs a l*aidc d*une sonde 

appropriee, qui sc transfomie cn presence d'hydropcroxydes, en un derive 

fluorescent quantifiable. 

Lcs rcsultats sonl tout d'abord cxprimcs cn unite dc fluorescence arbitraire 
30 par puits dc culture. Puis unc cfficacitc est calculce cn appliquant la formule 

suivantc : 

E (%) = I(FTI-Fl) / (FI-FNI)] x (-100) 

ou : 

35 E : Efficacitc cn pourccntagc 

FNI : Fluorescence obscrvcc avcc lcs Fibroblastcs Non Irradics 
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FI : Fluorescence observ6c avec les Fibroblastes Inadies 
. FTI : Fluorescence obscrvce avec les Fibroblastes Traitcs ei Irradies 

Une solution aqueusc contenant 1 % de complexe SOD vegctale/ 
pcroxydase/cofacteur forme selon I'invention est capable de rcduiic de plus de 
80 % les effets nefastes lies a un stress oxydatif genere par les UVA. 

Cette cfficaciti est sup6ricure a ccUe obtenuc avec un melange reference 
glutathion/vitaminc C pourtant rcconnu pour ctrc particulicrcment cfficacc, et qui 
de plus, presente d'enormcs problcmcs dc stabilite. 

Des les plus faibles concentrations d'utilisation, le complexe SOD 
vegetaic/pcroxydase/cofacteur selon Texcmplc 8 pcrmet done unc protection 
cfficacc dcs fibroblastes humains, cultivcs aprcs un stress oxydatif aux UVA. 

3*. On a utilise unc methodc d'evaluation in vivo de I'activitc antiradicalaire sur les 
tissus cutancs de volontaircs sains. 

Les radicaux librcs formes suite a I'lrradiation UVA peroxydcnt les lipidcs 
insaturcs des tissus cutan6s. Les stripping pcrmettent de prelevcr les comeocytes 
avec les entites pcroxydces. Dans Ic milieu rcactionnel, les peroxydes sont revelcs 
a I'aide d'une sonde fluorcsccnte qui emct une fluorescence directemcnt 
proportionnelle au taux de peroxydes presents. 

Sept volontaircs dc scxc fcminin. ages cntre 20 ct 38 ans posscdant un 
phototype II ou 111, c'est-a-dirc posscdant unc pcau caucasicnne nomialc sont 
selcctionncs. 

Trois zones de Tavant bras sont dclimitecs ct deux dc ces zones sont 
irradi^es aux UVA (10 J/cm-) a I'aide d'une lampe UVA Sun 3000 S®. La trace 
rouge fugacc obtenue n'cst pas visible le jour suivant I'lrradiation et aucun 
processus inflammatoire n'cst observe. 

Unc solution aqueusc contenant 1 %.dc complexe SOD vegetale/ 
pcroxydase/cofacteur forme scion I'invention est appliqucc 4 fois a 2heures 
d'intervallc (2 //I/cm-). 

24 heurcs aprcs irradiation aux UVA, un prclcvcment dc la couche 
comce est effcctue par 2 stripping succcssifs. 

Les peroxydes formes sont rcvclcs sur le second stripping a I'aide d'une 
sonde fluorcsccnte qui donnc unc rcponsc globalc au processus de pcroxydation. 

Les rcsultats sont tout d'abord cxprimcs en unite dc fluorescence 
arbitrairc. Puis une cfficacitc est calculce en appliquant la forraule suivante : 
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E (%) = [(ZIT - ZI) / (ZI - ZNI)] X (-100) 

oil : 

E (%) : Efficacitc en j>ourcentage 
5 ZIT : Fluorescence mesuree sur la Zone Irradiee Traitce 
ZI : Fluorescence mesuree sur la Zone Irradiee 
ZNI : Fluorescence mesuree sur la Zone Non Irradiee. 

Une solution aqueusc contcnant 1 % dc complcxc SOD vcgetale/ 
10 peroxydase/ cofactcur forme selon Tinvention est capable de proteger avec une 
efficacite de 65 %, Ic stress radicalaire cutanc induit par une irradiation UVA. 

E^^empte }} 
Toxicolog ic 

15 Les cssais dc toxicologic ont etc realises sur Ic complexe selon 

I'invention obtcnu a Tcxcmplc 8 sur revaluation dc I'irritation primairc cutanee 
chez le lapin (9a), sur Tcvalution de Tirritation oculaire chcz le lapin (9b), sur 
Tabsence de toxicitc anomialc par administration oralc unique chcz le rat (9c) et 
par Tctude du pouvoir sensibilisant sur le cobayc (9d). 

20 

lla~ Evaluation dc rirritation primairc cutanee chez le lapin 

La preparation obtcnue a Tcxcmplc 8 a ete appliquee sans dilution a la 
dose de 0»5 ml sur la pcau dc 3 lapins scion la mcthodc preconisce par la directive 
OCDE n'404 concemant I'ctudc dc 'Tcffct irritant/ corrosif aigu sur la peau". 
25 Les resultats dc cct cssai ont pcrmis de conclure que la preparation 

obtenue a Texemple 8 selon I'invention pcut etrc considcrcc comme non irritante 
pour la peau meme a Tctat non diluc. 

lib- Evolution dc Tirritation oculaire chcz Ic lapin 
30 La mcmc preparation obtcnue a Tcxcmplc 8 a etc instillee pure en une 

seule fois, a raison dc 0,1 ml, dans I'ocil dc 3 lapins scion la mcthodc preconisce 

par la directive dc POCDE n*405 du 24 fcvricr 1987 concemant Tetudc de 'Teffet 

irritanl/corrosif aigu sur les ycux". 

Les resultats de cct essai pcrmcttcnt dc conclure que la preparation 
35 obtenue a Texemple 8 scion Tinvention peut clrc considcrce comme non irritante 

pour les yeux au sens de la directive 91/326 CEE utilisce pure ou sans dilution. 
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11c- Essai sur rabscnce dc toxicite anorm alc par administration orale unique ^p^ pp 
le rat 

La preparation obtenue a rexemplc 8 scion I'inveniion a etc admi- 
nistrec cn unc fois par voie orale a la dose dc 5 g/kg de poids corporel, a 5 rats 
males ct 5 rats fcmcllcs selon un protocole inspire de la directive dc I'OCDE n*401 
du 24 fcvrier 1987 ct adaptc aux produits cosmctiqucs. 

Lcs rcsultats dc cet essai pcrmcttent dc conclurc que, dans ces condi- 
tions expcrimcntalcs, la preparation obtenue a Tcxcmplc 8 selon Tinvcntion nc 
presente pas de toxicite anomiale. 

lid- Etude du pouvoir scnsibilisant chcz le cohave 

La solution dc coniplexe dc SOD obtenue a rexemplc 8 a fait Tobjet 
d'unc recherche de pouvoir sensibilisant scion la mcthode dc Magnusson ct 
Kligman publice dans J. invest. Derm. (1969), 52, pages 268-276. Cettc solution 
de complexe de SOD a ete appliquec telle quelle sur la peau de 35 cobaycs 
prcalablcmcnt traitcs a I'adjuvant de Freund ct rcpartis en 2 lots experimcntaux, 
respectivement lot temoin et lot traite. 

Aucune reaction n'a cte noice dans lcs deux lots cxpcrimentaux. 

Lcs rcsultats obtenus montrcnt que le complexe SOD vcgctalc/ 
peroxydase/cofactcur forme scion Tinvcntion nc provoquc Tapparition d'aucunc 
reaction dc scnsibilisation. 

Exempic 12 

Preparation d'unc composition sous forme d^un c emulsion cosmctique contenant la 
preparation SOD vcg etalc/pcroxvdasc/cofactcur scion rinventinn 

On incorporc la preparation obtenue a Tcxcmplc 8 selon Tinvcntion 
dans unc cremc a unc concentration dc 5 % cn poids par rapport au poids total de 
cettc crcmc. 

Cettc cremc prcscntc la composition suivantc ; 

Norn INCI : 

A- Slcarcth-2 

Stcarcth-21 

PolypropYlcncglycol-15 stcarylcthcr 
Cetcaryl alcohol 



3% 
2% 
9% 
.2,5 % 
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B- Butylene glycol 4^5 % 

Water 733 % 

C- Conscrv-ateur comprenant dcs parabencs ct du phcnoxycthanol 0,5 % 

D" Tocopherol 0,2% 

E- Complexe 



SOD vcgetale/peroxydasc/cofactcur scion Tinvcntion dc rcxcmplc 8.,».5 % 

L'activite enzymatique dans la creme est mesuree aprcs une separation 
dcs phases aqucuse et huileuse, realisce dans dcs conditions specifiques : 2 g de 
crcme sent dilues 5 fois dans 8 g de tampon Tris (hydroxymethyl) aminomethane 
0,2 M, pH 8,5, puis 10 % de NaCl sont ajoutcs. Le melange est soumis a une 
agitation violente (du type de cellc obtcnue a Taide d*un Ultra-turax) pendant 
5 minutes puis centrifuge a 5000 tr/mn pendant 25 minutes. L'activite enzymatique 
est dosce directcmcnt dans la phase aqucuse extraite. 

La stabilitc dc Tactivite enzymatique dc la preparation obtenue a 
rcxemple 8 incorporec dans unc crcme, dont la description est donnee ci-dessus, a 
ete ctudice a 20*C ct 45*C pendant 40 jours. 

Les resultats sont repertories dans le tableau V. 

TABLEAU V 



Jours 


Activitc SOD du 
complexe SOD 
stabiiiscc scion 
I'invention 
obtenue a 
I'cxcmple 8 
(%) 
20'C 


ActiviiaSOD du 
complexe SOD 
stabiiiscc scion 
rinvcntion 
obtcnue a 
I'cxcmple 8 
(%) 
45*C 


Activite SOD de 
la SOD brute 
d'extraction 
obtcnue a 
I'cxemplc 1 ctape 
b) (non 
stabiiiscc) (%) 
45*C 


0 


1(M) 


100 


100 


1 


100 


100 


0 


3 


89 


83 


0 


6 


69 


83 


0 


18 


92 


64 


0 


25 


70 


66 


0 


40 


60 


50 


0 
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Uactivit6 enzymatiquc rctrouvce dans la crcme aprcs 40 jours a 20*C 
est de 60 % pour la forme SOD stabiliscc. Plus rcmarquable encore Tactivite 
enzymatiquc rctrouvce dans la crcme stockec pendant 40 jours a 45*C est dc 50 % 
alors que la forme non stabiliscc nc resiste pas a la tempdraturc. 

Les etudes dc stabilite du complcxc scion Tinvcntion, incoiporc dans 
une cremc, montrcnt que Ic complexc prdsente une stabilite rcmarquable a 20*C et 
particulicremcnt inattcnduc a 45*C. 

Exeinpjc 13 

Preparation de complcxc de SOD vcgetale avec diverges pernyvda<;p<; 
Exempic 13A 

Complexc SOD/peroxvdasc dc raifort 

On utilise la solution dc SOD obtenuc a Tetape Ic dc rexcmple 1 dans 
laquellc on introduit un nombre d'unitcs dc peroxydasc vcgetale de raifort, dite 
HRP, dans un rapport d'unitcs HRP par rapport aux unites SOD compris entre 10 et 
400. 

La preparation dc SOD vcgctalc/pcroxydasc dc raifort ainsi obtenuc 
peut etre utiliscc telle quelle ou dc preference combincc avec un cofacteur enzy- 
matiquc, par cxcmplc I'acidc urique ou Tacidc ascorbique ou I'acide 
dihydroxymalciquc. 

ET^crnple 13P 

Complexc SOD vc gctale/pcroxvdasc d'Arthromvccs ramosus 

On proccde commc a Tcxcmplc ISA si ce n'cst que I'on utilise une 
peroxydasc obtenuc a partir d'Arthromyccs ramosus disponiblc dans le commerce, 
par cxcmplc sous la reference Sigma P 4794. 

Excmplel3C 

Complex c SOD vepctalc/pcroxvdasc dc soia 

On proccde commc dccrit a Tcxcmple 13A si ce n'cst que I'on utilise 
unc peroxydasc cxtraitc a partir du soja disponiblc dans le commerce sous la 
reference Sigma P 1462. 
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JExginplc H 

Stabilisation du complexe SOD vcgctale/peroxvdasc/cofacteur avcc un sucre ou 

On am^Hore la stabilisation du complexe enzymatique SOD vegctale/ 
5 peroxydase/cofacteur obtcnu a Tcxemple 8 par ajout d*un sucre ou poiyol au moins 
selon les variantes de realisation suivante : 

Excmple 14A 
A^'out do glycerol 

10 A la preparation obtenuc a Tcxemple 8 selon Tinvcntion, on rajoute le 

glycerol a une concentration choisie dans cct cxemplc a 30 % en poids dc la 
solution finale, sous agitation a temperature ambiante. 

Excmple 1 4B 
15 Aiout de sorbitol 

On proccdc commc a rcxcniplc 14A, si ce n'cst que Ton utilise du 

sorbitol. 

Exemple 14C 
20 Aiout de maltitol 

On proccde commc a Tcxcmplc 14 A, si cc n'cst que Ton utilise du 

maltitol. 

E^^eypplc HP 
25 Aiout de mannitol 

On procedc commc a Tcxcmplc 14A, si ce n'cst que Ton utilise du 

mannitol. 

Exemple 14E 
30 Aiout de trehalose 

On proccdc commc a Tcxcmplc 14A, si cc n'cst que Ton utilise du 

trehalose. 



35 
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Excfpplc 

Formation du comolexc cnzvmatig ue avec differents cofacteurs de peroxvdase 

On procede comme decrit a Texemple 8, si ce n'cst que Ton utilise des 
cofacteurs dc peroxydasc autrcs que I'acidc urique qui etait utilise a rcxcmple 8. 

5 

Exemple 15A 
Acide ascorbiquc 

On procede comme decrit a I'excmple 8, si cc n'est que Ton utilise 
I'acide ascorbique en lieu et place de Tacide urique a unc concentration comprise 
10 cntrc 0,01 et 1 M, ct de preference 0,5 M. 

Exemple 15B 

Acidc dihvdroxvnialciquc 

On procede comme decrit a Texemple 8, si cc n'est que Ton utilise 
15 Tacidc dihydroxymalciquc en lieu ct place de Tacidc urique, a une concentration 
comprise entrc 0,01 ci 1 M, ct de preference 0,5 M. 

Exemple 16 

Composition cosmetiqu e dc tvpc emulsion huilc-dans~cau, utilisable plus parfj- 
20 culieremcnt pour dcs preparatio ns cosmctiqucs antiradicalaires, a visee antiage , 
antirides ct antistress dc la pcau 

On prepare une composition sous fomie d*cmulsion huilc-dans-eau de 
manierc classique a partir des cinq fractions A, B, C, D ct E suivantes ayant la 
composition ccntfsimale indiquec : 

25 

Norn INC! : 

A- Phase huil cusc comprcnant : 

30 Stearcth-2 3 ^ 

Stcareth-21 2 % 

Polypropylene glycol- 15 sicaryl ether 9 % 

Cetear) ! alcohol 2 5 % 

35 B- Butylcnc glycol 4 5 ^ 

^^^^^ 73,3% 
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C- Conservateur comprenani des parabenes et du phenoxycthanol 0,5 % 

D- Tocopherol 0,2 % 

5 E- Compiexe 

SOD vcgctale/pcroxydasc/cofacreur selon Tinvention dc Tcxcmple 8 5 % 

Apres avoir chauffe Ics phases giassc ct aqueuse a 80*C separcmcnt, on 
melange la phase B dans la phase A, puis la phase C, la phase D et encore la 
10 phase E jusqu*a obtenir une emulsion huile-dans-eau. 

Exemple 17 

Composition pharmaceut ique a activitc anti-inflammatoire 

Cette composition pharmaceutique comprend outre un principe acdf 
15 pharmaceutique classique, une preparation telle qu'obtenuc a Texemple 8 selon 
rinvcntion, a raison de 5 % en poids, en melange avec un cxcipienl pharmaceu- 
tiquement acceptable. 

Exemple 18 

20 Compositi on agroalimcntairc stabiliscc vis-a-vis de roxvdation 

Cetle composition agroalimentaire prcsentc une stabilite vis-a-vis du 
rancisscment ct comprend, outre les principcs actifs agroaiimentaires classiqucs, 
5 % en poids dc preparation obtenue a Tcxemple 8 scion Tinvenlion qui sont 
incorpores en mcme temps que Ics autrcs ingredients actifs. 
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REVgNP!CAT10NS 

1. Produit complcxc a base dc superoxyde dismutasc ou SOD stabilisce 
par un agent picgcur de H2O2, avantageuscment une peroxydasc de preference 
vegctalc» avcc encore dc preference un cofacteur de peroxydasc encore dcnommc 
substrat reducteur specifique de peroxydasc. 

2. Produit complcxc scion la revendication 1, caractcrisc en ce que la 
SOD a etc obtcnue par extraction dc graincs dc vegetaux aprcs germination. 

3. Produit complcxc scion la revendication 2, caractcrisc en cc que Ics 
graines dc vegetaux sont dcs graincs de cercales ou des graincs de plantes 
legumincuscs ou des graincs dc plantes olcagineuses. 

4. Produit complcxc scion la revendication 3, caractcrisc en cc que Ics 
cercales comprennent le blc ou Torge, de preference Torge, variete dc printemps ou 
d'hivcr ; Ics legumineuses comprennent les graines de Icntillc ou de pois ; et les 
olcagineuses comprennent Ics graincs dc soja. 

5. Produit complcxe scion la revendication 2, 3 ou 4, caractcrisc en ce 
que la germination precitce est controlcc, elle est realisce en atmosphere ou milieu 
humide aqueux, de preference en presence d'un agent favorisant la germination, a 
une temperature comprise entre 4*C et 50*C, avaniageusemcnt a la temperature 
ambiante ou a froid, p>endant un ou plusicurs jours. 

6. Produit complcxc scion Tunc des rcvendications prcccdcntes, 
caractcrisc en ce que la quanlitc d*agcnt picgcur dc H2O2 est suffisante pour picger 
rH202 fomicc par la SOD utiliscc, lorsquc I'agcnt picgcur dc H2O1 est une 
peroxydasc, la quantitc dc peroxydasc est comprise entre environ 0,01 et environ 
1 unite peroxydasc par unite SOD, avantageuscment entre 0,01 et 0,5 unite 
peroxydasc par unite SOD. 

7. Produit complcxc selon Tune dcs rcvendications prcccdcntes, 
caractcrisc cn ce que le complcxc SOD/agent picgcur dc H2O2, en particulicr une 
peroxydasc, est stabilise par un cofacteur cnzymatiquc, en particulicr un cofacteur 
enzymatique dc la peroxydasc, present a une concentration comprise entre O.OOIM 
et IM. 

8. Produit complcxe scion Tunc des rcvendications prccedentes, 
caractcrisc en cc que ia peroxydasc precitce est choisic parmi le groupe consistant 
d'unc peroxydasc dc raifort, unc lactopcroxydasc, une giutathion peroxydasc ou 
d'unc peroxydasc dc mocllc cpinicrc ou myelo peroxydasc, ct le substrat reducteur 
specifique de peroxydasc est dc preference choisi panmi le giutathion, phenol. 
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guaiacol, pyrogallol, mesitol, acide 3,5-dichloro-2-hydroxybenzenc sulfoniquc 
(DCHBS), aniline, p-toluidine, o-phenylene diamine, mesidine, acidc ascorbiquc, 
acide dihydroxymaleique, cytochrome C, iodures, acide urique, phenolphtaleine, 
acide 2,2-azido-di(3-cthylbenzo-thia2oline (6) sulfoniquc (ABTS) et des 
5 composes tels que SCN", CI"", Br~ ou I^. 

9. Produit complcxc scion Tune des rcvendications precedcntcs, 
caracterise en cc que Tagent piegeur de H2O2 est une pcroxydase vcgctalc, de 
preference extraite du radis noir. 

10. Produit complcxc scion Tunc des rcvendications prcccdcntes, 
10 caracterise en ce que Ic cofacteur de pcroxydase precitc est choisi parnii le groupe 

consistant de Tacidc urique, Tacidc ascorbiquc ou i'acide dihydroxymaleique. 

11. Produit complcxc selon Tune des revcndications prcccdcntes, 
caracterise en ce que Ic complexe SOD/agcnt piegeur de H2O2, en particulier de 
pcroxydase, avec evcntucUement cofacteur de pcroxydase, est encore stabilise par 

15 au moins un sucre, en particulier un monosaccharide ou un disaccharide, et/ou au 
moins un polyol en particulier ayant un poids moleculaire comprise entrc 50 et 
1000 g/molc, notamment a unc concentration comprise entre 10 et 50 % en poids 
de complexe de SOD, sous forme d'cxtrait bmt ou sous fomie purifiee. 

12. Produit complexe selon Tune des rcvendications prcccdcntes, 
20 caracterise cn cc qu'il comprcnd encore un agent antioxydant avantagcusement 

lipophile, de preference dc la famillc des tocopherols ct leurs derives, cn 
particulier leurs esters, tels que Ics acetates, linolcatcs ou mcme les phosphates cn 
une quantite efficacc antioxydante. 

13. Utilisation du complcxc a base de SOD tcl que dcfmi a Tune 
25 quelconque des revcndications prcccdcntes commc Tun des principes actifs d'une 

composition, notamment a aciivitc antiradicaux librcs, par cxcmple une 
composition cosmctiquc, pharmaccutiquc ou agroalimentairc. 

14. Composition, notamment a aciivitc antiradicaux librcs, par 
exemple composition cosmctiquc, pharmaccutiquc ou agroalimentairc, caracterisee 

30 cn ce qu'ellc comprcnd commc Tun des principes ou ingredients actifs une 
superoxydc dismutasc (SOD) siabiliscc par un agent piegeur dc H2O0, avantagcu- 
sement une pcroxydase dc preference vcgctalc, avec encore de preference un 
cofacteur dc pcroxydase encore dcnommc substrat rcducteur spccifique de 
pcroxydase. 
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15. Composition selon la revcndication 14, caracterisce en cc que la 
proportion de SOD est comprise cntre 0,01 et 10 % en poids du poids de la 
composition totale. 

16. Composition selon la revcndication 14, caracterisce en cc que la 
quantite dc peroxydase rajoutee a la SOD est comprise cntre environ 0,01 et 
environ 1 unite peroxydase par unite SOD, avantageusement entre 0,01 ct 0,5 unite 
peroxydase par unit6 SOD. 

17. Composition scion I'une des revendications 14 a 16, caracterisce en 
cc que Ic cofacteur enzymatique dc la peroxydase est present a une concentration 
comprise entre 0,001 M et IM. 

18. Composition selon I'une dcs revendications 14 a 17, caracterisce 
en ce que la SOD ou le complcxc SOD/agcnt pidgcur de H2O2 en particulier 
peroxydase avec eventucllcmcnt un cofacteur de peroxydase est stabilise par au 
moins un sucre, en particulier un monosaccharide ou un disaccharide, et/ou au 
moins un polyol en particulier ayant un poids moleculaire compris entre 50 et 
1000 g/molc, notammcnt a unc concentration comprise entre 10 et 50 % en poids 
de SOD ou du complcxc dc SOD, sous fomic d'cxtrait brut ou sous forme purifice. 

19. Composition scion I'unc dcs revendications 14 a 18, caracterisce en 
cc qu'on ajoutc un agent antioxydant avantageusement lipophilc, de preference de 
la famine des tocopherols ct Icurs derives, en particulier Icurs esters tels que les 
acetates, linolcatcs ou mcmc Ics phosphates, notammcnt a une concentration dc 
0,01 a 3 % en poids, micux dc 0,1 a 1 % cn poids, par rapport au poids total de ia 
composition finale. 

20. Composition scion Tunc dcs revendications 14 a 19, caracterisce cn 
ce que la peroxydase prcciicc est choisic parmi Ic groupe consistant d'une 
peroxydase de raifort, unc lactopcroxydasc, unc glutathion peroxydase, unc 
peroxydase de moellc cpinicrc ou myclo peroxydase, et le substrat rcducteur 
specifique dc peroxydase est dc prdfcrcncc choisi panmi le glutathion, phenol, 
guaiacol, pyrogallol, mesitol, acidc 3,5-dichloro-2-hydroxybcn2cne sulfoniquc 
(DCHBS), aniline, p-toluidinc, o-phcnylcnc diamine, mesidine, acide ascorbique, 
acidc dihydroxymalciquc, cytochrome C, iodurcs. acidc uriquc, phenolphtalcinc, 
acide 2,2'-azido-di(3-cthylbcnzo-thiazolinc (6) sulfoniquc (ABTS) ct dcs 
composes tels que SCN", CI", Br" ou 1~. 

21. Composition scion Tunc dcs revendications 14 a 20, caracterisce en 
ce que la SOD est extraite dc graincs dc vcgctaux ct est stabilisee par une 
peroxydase vegctale extraite dc preference du radis noir, accompagnee d'un 
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cofacteur dc peroxydase constitue par I'acidc urique, I'acidc ascorbique ou Tacide 
dihydroxymaleique. 

22. Composition selon Tune des revendications preccdentes, 
caracterisee en ce que la proportion dc SOD est comprise entre 0,1 et 10 % en 

5 poids par rapport au poids total de la composition. 

23. Composition selon Tune des revendications precedentes, 
caracterisee en cc que la proportion de SOD est dc Tordrc de 5 % en poids par 
rapport au poids total de la composition. 

24. Proccdc d'cxtraction dc supcroxyde dismutase ou SOD, caracterisc 
10 en ce qu'on utilise comme source des graines dc vegetaux ayant subi unc etape de 

germination controlee de fagon a obtenir une activite SOD maximale au cours de la 
germination ct a cxtrairc Tactivitc SOD au moment ou cctte activite SOD est 
maximale par mise en contact des graines dc vegetaux avec une atmosphere, ou 
milieu, humidc aqueuse pendant un ou plusieurs jours a la temperature ambiante, 

15 et en ce qu'on realise une etape d'cxtraction de la SOD a panir des graines germees 
comprenant un broyagc dc la grainc gcmicc suivi d*une extraction dans unc 
solution aqueuse a une temperature comprise entre 4*C ct 50*C, de preference a la 
temperature ambiantc, pendant une periodc dc temps suffisante pour realiser 
Tcxtraction dc la SOD, en general dc quciqucs de dizaincs minutes a unc ou 

20 plusieurs heures, suivi d'unc filtration ct recuperation du filtrat contcnant la SOD. 

25. Procede scion la rcvendication 24, caracterisc cn cc que Tetape de 
germination est preccdcc d'unc etape de trempe dans une solution aqueuse a 
temperature ambiantc ou a froid pendant un ou plusieurs jours. 

26- Procede scion la rcvendication 24 ou 25, caracterisc en cc que 
25 I'etape dc germination a lieu en presence d'un agent favorisant la germination, 
encore de preference constitue par Pacidc gibbcrcllique. 

27. Proccdc selon Tunc des revendications 24 a 26, caracterisc en cc 
qu*on realise unc purification plus poussce de la SOD par traitcment du filtrat avec 
un agent de precipitation pcrmcttant d*climincr Ics purctcs indesirablcs incluant les 

30 proteases ou encore la lipoxygenase, ct recuperation de la fraction non precipitee 
ou constituant le sumageant qui conticnt la SOD. 

28. Procede selon la rcvendication 27, caracterisc cn ce qu'on procede a 
unc dialysc dc la fraction non precipitee contcnant la SOD par dialyse contre de 
Teau, avec une membrane ayant dc preference un scuil de coupure compris entre 

35 6000 et 8000 Dalton. 
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29. Procede selon la revendication 28, caracterise en ce qu'on realise 
une purification complementaire de la solution dialysee en procedant par unc 
purification sur colonne chromatographique. 

30. Procede scion Tunc des rcvcndications 24 a 29, caracterise cn ce 
5 qu'on stabilise la SOD par un agent piegeur de H2O2, comme une pcroxydasc avec 

de preference un cofacteur de peroxydasc encore denomme substrat reducteur 
sp>ccifiquc dc pcroxydase. 

31. Procede selon Tune dcs rcvcndications 24 a 30, caracterise cn ce 
qu^on stabilise la SOD par ajout d'au moins un Sucre, cn particulier un mono- 

10 saccharide ou un disaccharidc, ct/ou au moins un polyol en particulier ayant un 
poids molcculairc moyen compris cntrc 50 ct 1000 g/molc. 
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J. EXP. BOTANY, 

vol. 44, no. 258, Janvier 1993, 

pages 127-132, XPOOO610443 

CAKMAK ET AL.: "Activities of hydrogen 

peroxide- scavenging enzymes in germinating 

wheat seeds" 

voir le document en entier 



PLANT PHYSIOL., 
vol- 59, no- 2, 1977, 
pages 315-318, XP0OO61O237 
GIANNOPOLITIS ET AL.: "Superoxide 
dismutases. II Purification and 
quantitative relationship with 
water-soluble protein in seedlings" 
voir le document en entier 



1-3,5.8. 
24.25 



14,15, 
20,21 

24.25, 
27-29 



I )(j Voir la suic du cadre C pour la ftn de la hste des documents 



m 
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'A* document d^flnissant t'etat gteeral de la technique, non 
conadtrt comme partxcuiierement pcmncm 
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pnontc ou att pour dttcrmmer la date de publication d'une 
autre otation ou pour unc ratson speaale (telle qu'indiquee) 

*0* document se rtftmd 1 une divulgation orale, A un usage, A 
unc exposition ou tous autres mo yens 

*P* documem public avant la date de depAt international; mass 
postcneuremcnt A la date de pnoritA revendiquie 



T' document ultirieur puUic aprts la date de d^pdt international ou la 
dale de pnontfc et n'appartenenant pas A I'itac dc la 
le^uuoue pertinent, mais dtfe pour oomprendrc le pnncipe 
ou la thtone consbluant la base de Tinveniion 

'X' . document parti culiercment pertmcnc rinvention revcndiqiite ne peut 
ttre consider^e comme nouvelle ou comme impliquant une actvite 
inventive par rapport au doctiment consid^ isoiement 

'Y* document particulierement pertinent; I'invcntion revendiqu6c 

nc peut Cere considiree comme tmptiquant une activity inventive 
lorsque le document est assoae a un ou plusieurs autres 
documents de m^c nature, cecu comkunaison itant ^vidcnle 
pour une personne du metier 

'A' document qui (ait panic dc la meme fairdlle de brevets 
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PHYSIOL. PLANTARUM, 

vol. 92, no. 3, Noveinbre 1994, 

pages 443-450, XP0OO61O458 

STRELLER ET AL. : "Four cytosol ic-type 

CuZn- superoxide dismutases in germinating 

seeds of Pinus sylvestris" 

voir le document en entier 



FR 2 693 208 
Janvier 1994 
citg dans la 



A (LABORATOIRES INOSCOM) 7 
demande 



voir le document en entier 

BIOCHIM. BIOPHYS. ACTA. 

vol. 317, no. 1, 12 Juillet 1973, 

pages 50-64, XP0OG61O572 

BEAUCHAMP ET AL.: "Isoenzymes of 

superoxide dismutase from wheat germ* 

cite dans la demande 

voir le document en entier 

BIOCHIM. BIOPHYS. ACTA, 

vol. 1074. no. 2, 8 Juillet 1991, 

pages 277-283, XPG0O6102O4 

PUNTARULO ET AL. : "Superoxide anion and 

hydrogen peroxide metabolism in soybean 

embryonic axes during germination" 

voir le document en entier 



EUR. J. BIOCHEN.. 

vol. 224. no- 1, 15 Aout 1994. 

pages 21-28. XPO0061O7O8 

GIOROL ET AL- : "Accumulation of reactive 

oxygen species and oxydation of cytokin 

in germinating soybean seeds" 

voir le document en entier 



J. AM. SOC. BREWING CHEM.. 

vol. 51. no. 3, 1993, 

pages 79-83, XPOO061Q441 

BAMFORTH ET AL.: "Oxygen and oxygen 

radicals in malting and brewing : a 

review" 

voir page 80 - page 81 

voir page 84. colonne de droite 



24-27.29 



1-3.8, 

11,13, 

14.18. 

20,21, 

30,31 

24-27,29 



24,27 



24.25 



1-4.8. 
14,15. 
26-22.30 

24,25,27 



1-4.8. 
14,15, 
20-22.30 

1-3.8.9. 

12-15, 

19-22 
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Y 


HOUGH J.S., BRIGGS D.E: "Malting and 
brewing science" 

1972 , CHAPMAN AND HALL LTD . LONDON 
XPG02020869 

voir page 95 - page 105 
* surtout pages 95 et 98 * 


1 24-26 1 


Y 


DATABASE CAB ABSTRACTS 
AN: 940708524, 1994 
XP002O2O870 
voir abrege 

& ACTA AGRONOMICA S INI OA, 
vol . 20, no. 3, 1994, 
pages 347-351, 

ZENG ET AL,: "The effects of gibberellic 
acid on factors scavenging active oxygen 
in the flag leaf of hybrid rice during the 
later arowth staaes" 


26 


A 


WO 92 19224 A (L'OREAL) 12 Novembre 1992 

cite dans la denvande 
voir page 1, ligne 19 - ligne 35 
voir page 3, ligne 6 - ligne 19 
voir exemples 1,6,7 


18,31 


A 


US 3 637 640 A fHlJRFP W ^ 9^ .lAnv-icir 1Q79 
voir le document en entier 




A 


US 3 773 929 A (HUBER W.) 20 Novembre 1973 
voir colonne 10, ligne 50 - ligne 70 
voir colonne 11 - colonne 16 
voir colonne 20 - colonne 21 


20,21 


A 


INDIAN J. EXP. BIOL., 

vol. 17. no 7 1979 

pages 712-713. XPOO0610492 

AHUJA ET AL.: "Effects of glucose & 

2,4-dinitrophenol on the activity of 

superoxyde dismutase in aemiinatina muna 1 

bean" 

voir le document en entier 


18,31 


A 


EP 0 437 393 A (COMMISSARIAT A L'ENERGIE 
ATOMIQUE) 17 Juillet 1991 
voir page 4 - page 6 


19-21 


A 


DE 24 62 631 A (ANVAR) 27 Mars 1980 
voir revendi cations 5-16 
voir colonne 8, ligne 41 - ligne 54 
voir colonne 4 - colonne 5 


20,27-29 


A 


EP 0 628 629 A (HELIOSYNTHESE) 14 Decembre 
1994 


27-29 




voir page 3 - page 4 
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DATABASE WPI 

Section Ch, Week 9637 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class B04, AN 96-369738 

XPO0204O2G1 

& RU 2 046 140 (AS. USSR CHEM. BIOL. 
ASSOC. STOCK CO) . 20 Octobre 1995 
voir abrege 

& DATABASE "DERWENT BIOLOGICAL ABSTRACTS". 

1995. AN: 96-12520, DIALOG AN = 201749. 
SLEPYAN: " A method of isolation of an 
enzyme complex from culturable plant 
cells- ginseng and polistsias cell culture 
for e.g. superoxide-dismutase, catalase 
and peroxidase preparation" 
voir abrege 

DATABASE WPI 
Week 9433 

Derwent Publications Ltd,, London. GB; 
AN 94-269370 
XP002040215 
voir abrege 

& JP 06 199 694 A (KATO...) 19 Jul 1 let 
1994 

voir abrige 

WO 94 19493 A (THE GENERAL HOSPITAL 
CORPORATION) 1 Septembre 1994 

See page 51 lines 10,11,20 and 22 
See page 55 lines 5.6,14-25 

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 
vol. 0, no- 0 

& JP 55 087712 A (HAGIWARA YOSHIHIDE), 2 
Juillet 1980. 
voir abrege 

FR 2 611 495 A (COCHAND ET AL.) 9 

Septembre 1988 

voir le document en en tier 

FREE RAD. RES. COMMUN., 

vol. 15, no. 5, 1991, 

pages 285-296. XPe02040214 

SUBRAHMANYAM ET AL.r "Hydroxylation of 

phenol to hydroquinone catalyzed by a 

human myeloperoxidase-superoxide complex : 

possible inplications in benzene- induced 

myelotoxicity" 

voir le document en en tier 



no. des revendications visect 
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